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分 子 系 統 に より 分 割 され た 日 本 産 ウ ラ ギ ン ヒ ョ ウ モ ン 2 型 の ケー ジ ペ アリ ング 実験 
— 2 型 は 別種 で ある 一 
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Two haplotypes of Argynnis (Fabriciana) adippe pallescens divided by molecular phylogeny shown 
to be distinct species by cage pairing experiments 
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Abstract Genetic analysis of female Argynnis (Fabriciana) adippe pallescens specimens (n=8) collected in Nagano 
Prefecture revealed two distinct haplotypes. Adult butterflies obtained from the fertilized eggs deposited by the 
females of both haplotypes were used in cage pairing experiments. While the morphological differentiation is small 
between two haplotypes, the shape of the dorsal lines of the mature larvae, the background color and mottled 
markings on the underside of the hindwings of the adults can be used for species identification. No copulation was 
observed between individuals of the two haplotypes in the cage pairing experiment, suggesting the existence of 


premating isolation between the two haplotypes. 
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は じ め に 


新川 ・ 石 川 (2005) は , 日 本 各地 の ウラ ギン ヒョウ モン 
Argynnis (Fabriciana) adippe pallescensDmtDNA* 分析 L, 
ヤマ ウラ ギン ヒョウ モン (以下 , ヤマ ), サト ウラ ギン ヒ ョ 
ウ モ ン (以下 , th), ヒメ ウラ ギン ヒョウ モン (以下 , 
EX) の 3 種 に 分 割 し た . また , この 遺伝 子 解析 結果 が , 
体 表 炭化 水素 , 交尾 器 , 香 鱗 の 違い と よく 対応 し て いる 
と し た . 3 種 の 形態 的 差 と し て は , 斑紋 は 変異 が 激しく 分 
類 の 根拠 と する こと が 難し いと し , 主 に 玩 型 の 違い を 指摘 
し て いる . また 同時 に , 極東 地域 な どの ウラ ギン ヒョウ モ 
ン 類 の iDNA も 分 析 し , ヤマ は 4. zzope を 姉妹 群 と する 系 
統 , サト と ヒメ は 4. adippePA. vorax の 共通 祖先 か ら 派 生 
し た 系 統 と し た . これ ら 3 種 の うち , ヒメ を 除く ヤマ と サ 
ト は, 長野 県 を 含む 我が国 各地 に 分 布 し , 比較 的 高 標高 地 
に ヤマ , 低 標 高地 に サト が 主 に 分 布 し 混 棲 する が , 交雑 は 
な いと 推定 し て いる . この 報告 を 受け て , 白水 (2006) の [H 
本 産 蝶 類 標準 図鑑 | で は , 日 本 産 ウ ラ ギ ン ヒ ョ ウ モ ン が 2 
種 に 分 割 さ れる こと に 触れ て いる が , 正式 な 分 類 学 的 処置 
が な され て いな いこ と か ら 人 従来 通り 1 種 と し て 掲載 し て い 
る . その 後 は 日 本 産 ツ ウラ ギン ヒョウ モン に 関す る 報告 は な 
く , 最新 の 日 本 産 蝶 頻 を 紹介 し て いる 日 本 チョ ウ 類 保全 協 
会 編 2012) の 「 フ ィ ー ル ドガ イド 日 本 の 蝶 ] に お いて も , 
ウラ ギン ヒョウ モン は 1 種 と し て いる . その 他 に も 日 本 の 
ウラ ギン ヒョウ モン に つい て 論じ た も の は ある (HX, 


2014 : 西山 , 2015) が , いずれ も 分 類 , 記載 が きち ん と 行 
われ て いな い 現 状 で は , 1 種 と 見 な し て お くし か な いと し 
TWH, この よう に , 日 本 産 ウ ラ ギ ン ヒ ョ ウ モ ン は 従来 の 
1 種 の まま と され る こと も 多く , また その 後 の 研究 は 進展 
が み ら れ ず , 3 種 と し て 認知 すべ きか どう か る も 含め て 混 流 
と し た 状態 が 続い て いる . 


この よう に , 日 本 産 ウ ラ ギ ン ヒ ョ ウ モ ン に 3 種 存在 する の 
か どう か , 遺伝 子 等 の 違い が 別種 と し て 真 に 交配 が 生じ な 
い レ ベル に 達し て いる の か , 交配 し た 場合 に 生殖 能力 の あ 
る F1 が 発生 する の か どう か は 全く 未 解明 な まま で ある . 

そこ で 本 研究 で は , 長野 県 内 に 遺伝 子 型 か ら 見 て 明瞭 に 異 
な る 2 系 統 の ウラ ギン ヒョウ モン が 存在 する か 谷 か を 確認 
する こと と , また その 2 系 統 間 に 生殖 隔離 が 存在 する か ど 
うか を 交配 実験 に より 明らか に する こと を 目的 と し た . 


材料 お よび 方 法 
2014 年 9 月 に 長野 県 内 の 2 ヶ所 で ウラ ギン ヒョウ モン を 8〒 
採集 ( 表 1) し , 口径 12cm, 高き 12cm の 円 筒 形 プ ラス チッ 


クタ に 1 ずつ 分 け て 人 入れ 採卵 し た . SRM RIE CEIS 
子 解析 の た め 凍 結 保存 し た . 


L BER Ose FT 


凍結 保存 し た 各個 体 の 脚 1 本 か ら DNA を 抽出 し た . 表 2 に 
示し た よう に , 得 ら れ た DNA に つい て プラ イマ ー RonF) 
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と Hobbes(R) を 用 いて (Simon et al.,1994 : Monteiro and 
Pierce, 2001), ミト コン ドリ ア COI 遺伝 子 の 一 部 の 配列 を 
増幅 し た 後 , 直接 配列 決定 法 に より 436 塩 基 対 の 領域 の 配 
列 を 決定 し た . 


2. 効 生 期 の 飼育 


各 そ か ら 得 られ た 卵 は , ご と に 個別 飼育 し , 幼生 期 の 比 
較 を 行っ た . 卵 は , 乾燥 と 過 湿 に 注意 し て 越冬 させ , BA 
山 化 させ た . 般 化 後 す ぐに , 屋外 の 鉢 に 植え た アメ リカ ス 
ミレ サイ シン Vola sororia に 接種 し , DWE A ECHR 
の 袋 掛け 飼育 と し た . HbR, 室内 に 回 収 し 羽化 させ , 一 
部 は 成虫 の 比較 検討 の た め 標 本 に し , 他 は ケー ジ ペ アリ ン 
グ に 供し た . 


3. ケ ー ジ ペア リン グ 実 験 


ケー ジ は , 底面 以外 の 3 面 に 寒冷 紗 を 張っ た 幅 22.5cm, Bh 
行き 30cm, 高き さ 30cm の 直方 体 ケ ー ジ と し た . 底面 は ベニ ヤ 


MCHA. 各 ケ ー ジ に は , 羽化 後 3 日 以上 経過 し た 2 と , 
当日 また は 前 日 に 羽化 し た 1 を 入れ た . ず は 早朝 3 時 項 に 
給 餅 し た の ち ケ ー ジ 内 に 入れ た . ケー ジ は , 日 射 が 始ま る 
6 時 前 に 長野 県 伊那 市 の 屋外 に 設置 し 13 時 に 回 収 し た ( 図 
1). この 間 , 継続 し て 観察 を 行い , 交尾 が 確認 され た ら 交 
尾 し て いる ず そ を すぐ 回 収 し し その ケー ジ の 実験 を 終了 し 
た . 気温 が 高い 日 や 日 射 が 強い 日 は , 成虫 の 活動 が 激しい 
DT, 10 時 頃 給餌 を 挟ん だ . COR, 交尾 が 確認 され な い 
組み 合わ せ に つい て は , 曇天 や 降雨 日 を 除き 3 日 間 継 続 し 
た が , 13 時 か ら 翌 朝 の ケー ジ ペ アリ ング 開始 まで は キヤ 
を 分 離し て 保管 した. 3 日 間 交 尾 に 至ら な い 場 合 は 「 交 尾 
な し 」 と し て 終了 し た . ケー ジ ペ アリ ング は , 2013 年 6 月 
11 ~ 20 日 に 行っ た . 


以上 の ケー ジ ペ アリ ング で 得 ら れ た 交尾 済み 〒 は , BAD 
理 後 採卵 し た . 採卵 は 各 キ から 200 卵 程度 得 て , 卵 内 の 幼 
虫 形成 の 有無 な ど 状 態 を 観察 し た . 





表 1. 採卵 と 交配 実験 に 使用 し た 「 ウ ラ ギ ン ヒ ョ ウ モ ン |」| Ekg. 


Table 1. Female adult Argynnis (Fabriciana) adippe pallescens from which eggs were obtained and grown to adulthood 


for use in the cage pairing experiment. 


Female identification Collection site Elevation(m) Collection date 

Yl Yabuhara ski resort, Kiso village, Nagano Pref. 1200 Sept. 2, 2014 
Y2 Ditto 1200 Sept. 2, 2014 
Y3 Ditto 1200 Sept. 2, 2014 
Y4 Ditto 1200 Sept. 2, 2014 
Y5 Ditto 1200 Sept. 2, 2014 
Y6 Ditto 1200 Sept. 2, 2014 
Y7 Ditto 1200 Sept. 2, 2014 
SI Nozokiishi, Suwa City, Nagano Pref. 1050 Sept. 6, 2014 

表 2.PCR と 塩基 配列 決定 に 用 いた プラ イマ ー. 

Table 2. Oligonucleotide primers used for PCR and sequencing reaction. 

Primer name Sequence Reference 





Ron(F) 
Hobbes(R) 


5'-GGATCACCTGATATAGCATTCCC-3' 
5'-AAATGTTGNGGRAAAAATGTTA-3' 


Simon et al., 1994 


Monteiro and Pierce, 2001 
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結果 
1. 採集 し た その 遺伝 子 解析 


表 3 に 遺伝 子 解析 に 用 いた 母 蝶 の 遺伝 子 型 を 示す . ミト コ 
ンド リア CO/ 遺 伝 子 の 436 塩 基 の 領域 を 比較 し た と ころ , 
二 つ の 遺伝 子 型 (A 型 と B 型 と する ) が 見 出さ れ , それ ら 
の 間 に は 11 塩 基 対 (25%) の 違い が あっ た . A 型 の Y3. 
Y4, S1 お よび B 型 の Y1, Y2, Y5, Y6, Y7 は それ ぞ れ 同一 
の 配列 で あっ た . 7 隊 を 採集 し た 木祖 村 敷 原 ス キー 場 で は , 
A 型 と B 型 が 混在 し て いた . 飼育 に 用 いた 卵 は , A 型 が Y3, 
Y4, Sl, B 型 が Y1, Y2, Y6, Y7 の 各 〒 か ら 得 られ た 卵 と 
Le. な お 現在 の と ころ , 日 本 産 ツ ウラ ギン ヒョウ モン に つ 
いて は , 長野 県 産 の 個体 の ミト コン ドリ ア CO/ 遺 伝 子 の 配 
列 が 1 件 (本 論文 で 比較 し た 436 塩 基 対 の 領域 内 で は 1 塩基 
対 の 置換 が ある が A 型 に きわ め て 近い . 比較 の た め 表 3 の 
最 下 段 に 示し た ) だ け GenBank に 見 出さ れる ほか は , 詳細 
な 遺伝 子 配列 の 報告 が 行わ れん て お ら ず , また 新川 ・ 石 川 
(2005) の ヤマ , サト の 遺伝 子 型 の 遺伝 子 配 列 が 不明 な た め , 
本 論文 で は A と B の 2 型 と し て 表現 する . 


2. 終 齢 効 東 と 成虫 の 比較 


M2 (2 ORs Rees. 一 見 し て 判る よう に , AW 
と B 型 は 非常 に 似 て お り . また 個体 変異 も ある が , AWO 
育 線 は B 型 の それ より 細く , また 各 節 の 突起 基部 付近 で 不 
明瞭 と な る . 次 に 図 3 に 成虫 の, 図 4 に 成虫 そ 〒 を 示す . 両 図 
と も 上 2 段 が , A 型 の Y3, Y4, S1 由 来 の も の , 下 2 段 が B 型 
の Y1. Y6, Y7 由 来 の も の で ある . まず の 部 表 に つい て は . 
WÉ, 地 色 , 斑紋 に 明確 な 差 は 認め ら な か っ た . 新川 ・ 石 
川 (2005) は , ヤマ と サト で は 贅 表 の 地 色 と 克 形 が 異な る と 
し て いる が , 個体 変異 が あり 明確 な 差 は 認め られ な か っ た . 
一 方 , 麹 裏 に つい て は 後 政 で 明確 な 差 が あり , 地 色 が A 
5 型 で は 明る い 黄 緑色 . B 型 で は 濃緑 色 で . また A 型 で は 4 
図 2. 2 型 の 終 齢 効 虫 . ~ 6 室 の 中 室 に 接する 部 分 に 黄色 斑 が 認め られ る が , BE 





Bl. ケー ジ ペ アリ ング 実験 (2015 年 6 月 12 日 ). 
Fig. 1. Cage pairing experiment (June 12, 2015). 








左 : AW! (Y3), 4: BAL (Y6) で は 地 色 の まま で あり 黄色 班 は 認め られ な い ( 図 3 の 黄色 
Fig. 2. Mature larvae of each of the two haplotypes. OAL). S SiC PMSA O HMPCILAM ABH! LO KEV. 
Left: Haplotype A (Y3); right: Haplotype B (Y6). 〒 そ に つい て は より 判別 が 難し く , 後 贅 裏面 の 地 色 が A 型 


は 緑 褐色 , B 型 は 褐色 が 強く より 暗色 と な る . 


表 3. ウ ラ ギ ン ヒ ョ ウ モ ン の ミト コン ドリ ア CO/ 遺 伝 子 の 2 遺伝 子 型 の 塩基 配列 の 比較 . 
Table 3. Comparison of the nucleotide sequences of the two haplotypes of mitochondrial COI gene of Argynnis (Fabriciana) 
adippe pallescens. 











Specimen Nucleotide position Accession 
i . Haplotype 
identification 。 77 89 101 165 185 207 215 242 284 353 383 390 number 
YLY2,Y5,Y6,Y7 C C T T C A C T C C T C Haplotype B LC093260 
Y3, Y4, S1 T C C T G Ik C T T C C Haplotype A LC093259 
t017 T T C C T G T C T T C T (Haplotype A) AB855832 
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3. 飼育 羽化 し た A 型 (上 2 段 ) と B 型 ( 下 2 段 ) OP RE. 
EIR EEYU? YA SL T2 6 Y7. 
黄色 の 丸 は A 型 と B 型 の 大 き な 相 何 点 を 示す . 
Fig. 3. Emerged male adults of Haplotype A and Haplotype B. 
Haplotype A: 1.2:Y3: 3.4:Y4: 5,6:S1. Haplotype B: 7,8:Y1; 9,10:Y6; 11.12:Y7. 
A yellow circle shows a large difference between the two haplotypes, A and B. 
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図 4. MAE LAM CEB) と B 型 (F) OFRE. 
上 段 : 左 より Y3, Y4, St, 下段 : Y1, Y6, Y7. 
Fig. 4. Emerged female adults of Haplotype A and Haplotype B. 
Haplotype A: 13,14:Y3; 15,16:Y4; 17,18:S1. Haplotype B: 19,20:Y 1; 21,22: Y6; 23,24: Y7, 
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表 4. ケー ジ ペ アリ ング の 結果 . 


Table 4. Results of cage pairing experiment. 














Female 
Haplotype A Haplotype B 
Y3 S1 Y1 Y6 
Y3 1/1 1/1 0/2 0/1 
Haplotype A 
Sl 1/1 1/1 073 0/1 
Male 
Y1 0/1 0/2 1/1 1/1 
Haplotype B 
Y6 0/2 0/1 1/1 1/1 


The denominator indicates the number of cage pairing set (2¢ 1 ) tested, and the 


numerator indicates the number of copulation events. 


3. ケ ー ジ ペア リン グ 実 験 


ケー ジ ペ アリ ング に 使用 し た 成虫 は , A 型 が Y3 と S1. BH 
が Y1 と Y6 と し た . ケー ジ ペ アリ ング は これ ら の 全て の 組 
み 合 わせ に つい て 行い , 繰り 返し を 1 ~ 3 組 行っ た . 表 4 に 
ケー ジ ペ アリ ング 実験 の 結果 を 示す . まず , 同型 雌雄 間 で 
は 全て の 組み 合わ せ で 交尾 が 成立 し た . 同型 間 で は , の の 
人 人 れ て ある ケー ジ に そ を 入れ 日 射 が 当たっ て か ら 1 ~ 40 分 
( 全 8 例 の 平均 22 分 ) で 交尾 が 成立 し た . 異型 間 で は , 3 日 
間 の ペア リン グ 期 間 で も 全て の 組み 合わ せ に つい て 交尾 が 
成立 し な か っ た . 異型 間 の 場合 の ケー ジ 内 の 状況 を 見 る と , 
ず 千 と も 相手 に 無関心 で も る が , 了 そ に すず の が 偶然 近づく と 
は 落下 する よう に の を 避け る 場合 が あっ た . 


ケー ジ ペ アリ ング に よる 同型 間 の 交尾 済み 8 そ か ら 得 られ 
た 卵 は , どの 組み 合わ せ と も は ほぼ 全 卵 が 産卵 翌日 に は 黄色 
か ら 淡 褐色 に 変色 し 受精 卵 で や る こと が 確認 で き , さら に 
その 後 は 卵 内 幼虫 が 形成 され る の が 確認 され た . 


考 R 


遺伝 子 解析 に より 分 割 き れ た A, BHI, ケー ジ ペ アリ ン 
グ 実 験 で 異型 間 で は 交尾 し な いこ と か ら 交 配 前 隔離 が 確認 
され た . この こと か ら , 両 型 は 生物 学 的 種 概念 か ら 別 種 と 
判断 され る . A, B 両 型 が , 新川 ・ 石 川 (2005) の 分 割 し た ヤ 
マ と サト の どれ に 該当 する の か は , 明確 な 遺伝 子 配列 が 示 
され て いな いた め 断 定 が で き な い が , A. niobe (JF853516 
な ど ) や 4. adippe (JF415669 な ど ) の 遺伝 子 配列 と の 比較 か 
ら 推 定 す る と , ヤマ が A 型 , サト が B 型 と 考え を られる. ケー 
ジ 内 の 行動 か ら , 新川 ・ 石 川 2005) が 指摘 し て いる よう に , 
お そら く 両 型 で 匂い 物質 が 異な り 交 尾 し な いと 考え られ 
た . 形態 形質 に よる 両 型 の 判別 法 に つい て は , 地域 変異 が 
存在 する 可能 性 は ある が , 新鮮 な 個体 で あれ ば , ず は 前 述 
し た よう に 玉 紋 で 判別 可能 で ある . に つい て は 判別 が 難 
LOJ, 後 事 裏面 の 地 色 で 判別 が ある 程度 可能 で ある . 


お わり に 


両 型 が 互い に 別種 で ある と 判断 され , 両 型 の 成虫 の 識別 法 
が 提示 きれ た た め , これ を も と に 今後 は 全国 的 な 両 種 の 分 
布 の 違い , 生態 の 人 違い, 幼生 期 を 含め た 詳細 な 形態 の 違い 
を 明らか に し て いく べき で あろ う . また , も う 1 種 , 新川 ・ 
石川 2005) の ヒメ ウラ ギン ヒョウ モン が どの よう な も の で 
ある の か も 明らか に し て いく 必要 が あろ う . 


な お , 大 陸 の 近 縁 種 と の 関係 が 不明 確 な た め , 学名 に つい 
て は 保留 せ ざ る を 得 な く , また 和 名 に つい て も ヤマ , サト 
が ふさ わし い の か , 分 布 状況 の 全貌 が 明らか に な っ て いな 
い の で 保留 に し た い . 


末尾 な が ら , 信州 大 学 理 学部 の 濱本 健 汰 氏 に は 遺伝 子 解析 
に ご 協力 いた だ いた . 深く 感謝 申し 上 げ る . 
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Summary 


In 2005 Shinkawa and Ishikawa reported that the species Argynnis 
(Fabriciana) adippe pallescens on the main islands of Japan consists 
of two distinct species based on the mitochondrial DNA analysis. 
The morphological differences and reproductive isolation between 
the two species, however, have not been clarified since then. 


Genetic analysis of female Argynnis (Fabriciana) adippe pallescens 
specimens (n=8) collected in Nagano Prefecture revealed two 
distinct haplotypes. Adult butterflies obtained from the fertilized 
eggs deposited by females of both haplotypes were used in cage 


pairing experiments. While the morphological differentiation is 
small between the two haplotypes, the shape of the dorsal lines of 
the mature larvae, the background color and mottled markings on 
the underside of the hindwings of the adults can be used for species 
identification. No copulation was observed between individuals of 
the two haplotypes in the cage pairing experiment, suggesting the 
existence of premating isolation between the two haplotypes. 


Based on the results presented in this paper we conclude that these 
two haplotypes are distinct species. 
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